


!"# 方法
!"#"! 重组穿梭表达载体的构建：!"#酶切、回收、
连接和转化参照文献［$］进行。
!"#"# 基因的诱导表达：分别将 %&’( 和重组菌株
的链霉菌孢子接种于 ’)*+含有卡那霉素（’!,-*+）
的 ./0/培养基中，于 1)2摇床振荡培养（转速 3))
4-*56）3( 7 后，加入 3!,-*+ 的 %7，继续 1)2培养
18 7（诱导表达 93 7）。
!"#"$ :;粗酶液的制备：将 ’) *+培养物离心收集
菌体，用 9)*+ 破碎缓冲液（<=>?’）｛’) **@A-+ %45BC
=DA，9) **@A-+ /!%#（<=$?)），9)) **@A-+ 0,DA3｝洗
涤菌体 1次，称取湿重 9,的菌体，悬浮于冰预冷的 3
E 1*+破碎缓冲液中，冰浴超声破碎 9’ E 3) *56，93
)))4-*56离心收集上清，此即胞内粗酶液。
!"#"% 酶活力测定：以 !C葡萄糖或 !C木糖为底物
采用改进的乙醇C咔唑法［F］。
!"#"& 酶蛋白含量的测定：采用 +@G4H法，以牛血清
白蛋白为标准［1］。

!"#"’ :;抗血清的制备：将纯 :;与 IJK、完全福氏
佐剂用搅拌器打匀成乳化剂，对 1只 3个月大小的
白色健康家兔进行腹部皮下注射，一次 9只兔子注
射 8 E $处，9 个月后加强免疫 9 次，以后每周加强
免疫 9次，同时抽血进行免疫沉淀反应，检测抗体的
产生和效价 L 加强免疫 1 E (次后，抗体已达较高水
平，收兔血，静置数小时后离心，吸取上清液，此即为

:;抗血清，M >)2冻存。
!"#"( NOBPO46 杂交：将粗酶液进行 9’Q K!KCI#:/
凝胶（’Q浓缩胶，9’Q分离胶）电泳，然后通过 #*O4C
B7R* I7R4*RS5R J5@POS7 公司的半干式电转移槽
（KO*5I7@4%0 KO*5CT4H P4R6BUO4 V65PB）将蛋白转移至硝
酸纤维素膜上。将膜放入含 ’Q脱脂奶粉的封闭液
;（IJK，<= >?(［$］）中，1>2温育 9 7，用 IJK洗膜。将
膜放入含 :;抗血清的封闭液 ;中，室温轻摇 3 7，用
IJK洗膜。将膜放入含羊抗兔 ;,:抗体的封闭液"
｛9’) **@A-+ "RDA，’) **@A-+ %45BC=DA（<=>?’）｝中，
室温温育 3 7，漂洗膜。通过膜上免疫偶联的辣根过
氧化物酶与其敏感底物 1，1’C二氨基联苯胺的显色
反应，膜上含有 :;蛋白带的部位形成棕色条带。用
重蒸水洗膜，终止显色反应，自然干燥。

# 结 果

#"! 穿梭载体 )*+,-.!和 )*+,-.#的构建及酶切
鉴定

将重组质粒 <JWC:;9 和 <JWC:;3 用 !"# ; 和

$%&= ; 酶切，分别获得含有 :91$I 单点突变和
:91$IC:3(>!双点突变的 9?3 XY的 ’( 结构基因，与
经 !"# ;和 $%&= ; 酶切的 ) L *+,-C链霉菌穿梭载体
<=W93>3 约 9)?3 XY 的大片段连接，转化 ) L *+,-
!=’#，构建了表达载体 <=WC:;9和 <=WC:;3，如图 9。
用 !"# ;和 $%&= ;酶切鉴定，穿梭表达载体 <=WC
:;9和 <=WC:;3已构建成功。再用 !+. ;或（和）$/,
;酶切鉴定定点突变［(］，证实 <=WC:;9和 <=WC:;3确
实含有所需的突变位点（图略）。

图 9 重组穿梭质粒 <=WC:;9和 <=W:;3的构建
Z5,L9 D@6BP4VSP5@6 @U 4OS@*Y56R6P B7VPPAO <ARB*5T

<=WC:;9 R6T <=WC:;3

#"# )*+,-.!和 )*+,-.#在 /0&%中的诱导表达
将穿梭表达质粒 <=WC:;9和 <=WC:;3转化变铅

青链霉菌 %&’( 的原生质体，筛选具有 &R64 的阳性
菌落，得到重组菌株 <=WC:;9-%&’( 和 <=WC:;3-
%&’(。将重组菌株接种 ./0/液体培养基，加入 %7
诱导表达，离心收集菌体，超声破碎制备 :;胞内粗
酶液。9’QK!KCI#:/电泳表明，在约 (3?’ X!处有
明显的特异性表达条带，如图 3。
#"$ 突变体酶蛋白含量的测定
以变铅青链霉菌 %&’(为对照，’F)6*光密度薄

层扫描分析表明，去除 %&’( 约 1Q的背景，重组菌
株 <=WC:;9-%&’(和 <=WC:;3-%&’(表达的突变体酶
分别约占可溶性蛋白的 9FQ和 33Q，如图 1。
#"% 突变体酶表达产物的1234256检测
将粗酶液进行9’Q K!KCI#:/凝胶电泳，再通
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图 ! "#"$%&’(分离 ! ) "#$#%&’( *+,-菌株中表达的 ’.
/01)! "#"$%&’( 23 ’. 456748849 0: ! ) "#$#%&’( *+,-

;);<7=47，>2? @2>4AB><7 ?401CD 8D<:9<79 672D40:
EF%B703049 4:GH@4 23 ?0>9$DH64 ’. 372@ ) ) *+"#；
!F%B703049 4:GH@4 23 ’.’EIJ%$’!-K# 372@ ) ) *+"#；
IFL7B94 45D7<AD8 23 6MNE$45674880:1 ! ) "#$#%&’( *+,-；
-FL7B94 45D7<AD8 23 6MN!$45674880:1 ! ) "#$#%&’( *+,-；
,FL7B94 45D7<AD8 372@ ") >0O09<:8*+,-

过半干式电转移将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，进

行突变体酶表达产物的检测。P48D47: Q>2D分析结果

显示，’.抗血清可以特异性地结合 6RN$’.E和 6RN$
’.!的表达产物，形成明显的杂交条带，如图 -。这
表明通过穿梭载体 6RNE!K!，经硫链丝菌素的诱导，
两个 ’. 突变体酶确实实现了其在变铅青链霉菌
*+,-中的表达。

! 讨 论
由于 R/L" 是葡萄糖和果糖的平衡混合物，它

比蔗糖甜 EFI倍，比葡萄糖甜 EFK倍，并且具有溶解
度大、保湿性好、渗透压高等优点，而 R/L" 的价格
却比蔗糖低 EST U !ST。因此，’.一直是食品工业
用酶市场中的重要品种。作为新食糖资源，R/L"也
是糖尿病患者理想的食品甜味剂。在 R/L"的酶法
生产中，若 ’.酶的热稳定性提高 ,ST，工业生产成
本将降低 EST，所以本实验构建穿梭载体 6RN$’.E
和 6RN$’.! 在 ") >0O09<:8 *+,- 菌株中表达的
’.’EIJ%$’!-K#将更适合应用于食品工业生产，目
前已申报国家专利（专利公开号：LVE!EISSI&）。

图 I 突变酶光密度薄层扫描结果
/01)I W6D0A<> 94:80D2@4D70A 8A<: 748B>D8 23 DC4 @BD<:D 4:GH@48

（<）6RN$’.EX*+,-；（Q）6RN$’.!X*+,-

图 - P48D47: 印迹结果
/01)- Y48B>D8 23 ?48D47:$Q>2D

EF%B703049 ?0>9$DH64 ’.；
!FL7B94 45D7<AD8 23 ’.’EIJ% 372@ ! ) "#$#%&’(*+,-；
IFL7B94 45D7<AD8 23 ’.’EIJ%$’!-K# 372@ ! ) "#$#%&’(*+,-；
-FL7B94 45D7<AD8 372@ ! ) "#$#%&’(*+,-

由于链霉菌质粒载体的 #V&操作比较困难，因
此选择经过基因工程改造的 6RNE!K!穿梭质粒作为
表达载体 ) 该质粒不仅保留了 %D06&强启动子及多个

单一的克隆位点，还可以在大肠杆菌$变铅青链霉菌
中穿梭复制［ES］。%D06&是一个强烈依赖硫链丝菌素诱

导的强启动子。在无硫链丝菌素时，变铅青链霉菌

对 +<:很敏感，而一旦加入少量（!!1X@Z）硫链丝菌
素诱导后，则可抗 ESS!1X@Z 的 +<:。%D06&这种严紧

型的关闭和开放特性，已使其成为在链霉菌中表达

外源基因的最有价值的启动子之一。但是，由于链

霉菌基因组存在着普遍的不稳定性（如扩增、缺失和

重排），异源基因在链霉菌中的表达也存在着不稳定

现象。有研究表明，链霉菌质粒表达的不稳定性不
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仅受温度、氮源、尤其是碳源等培养条件的影响，而

且还受到质粒结构、克隆于质粒上的外源基因和宿

主等因素制约［!!］，因此本实验构建的 "#$%&!’()*+
和 "#$%&,’()*+应用于工业化生产存在突变酶表达
不稳定的问题。然而通过穿梭载体实现了单点突变

体酶 %&%!-./和双点突变体酶 %&%!-./0%,+12在变
铅青链霉菌 ()*+ 中的表达，为进一步实现双突变
体酶 %&（%!-./0%,+12）在链霉菌中以染色体整合形
式的稳定高效表达，以及固相化酶柱的研究奠定了

基础。同时从链霉菌表达系统 "#$%&!’()*+ 和
"#$%&,’()*+获得的突变体酶的 30端氨基酸为 456，
与野生型酶一致，这为突变体晶体样品的制备提供

了与野生型同一的结晶条件。
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